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Summary
lncreasedintracellularConcentrationsoftheinitiatorproteinRcpinterferwithpSClO1DNAreplication,and
mutatcdRcpproteinsl入A1ichcauseincrcaseintheplasmidcopynumbcrdonotinhibitthcreplicationArep
mutant(〃'鰯lMcfectivcinthcinhibitoryactivitywasisolatcdan．wasfbundtobeanewhighcopynumber
mutantThcinhibitoryfimctionofRepwasenhancedbytheco-existcnceofthcdirectlyrepeatedseqUenccs(DR;
iterons)inthereplicationoriginregion(oが)but､otbylheinvertedrcpeatsequences(IR)iｎｏ〃andinthe叩
promotemThissyneIgisticeffectofRepandDRsequencesfbrthereplicationinhibitionwasdependentontheir
intraceUularconcentrations・ConsideringthattheDRscquenccsarethespecificbmdingsitesofthemonomer
fbrmofRep,theRepmonomer-DRcomplexmightbcresponsibilcfbrtheinhibitionoftheplasmidreplication
FUrthermore,1heRcpmonomermthecmdecellextractsfhcilitateddimerizationofDRpDNAfragmentsby
T4DNA1igaseNcithcrsynergisticinhibitoryfimctionwithDRnorRepmediatcddimerizatｉｏｎｏｆＤＲ－ＤＮＡｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｈｉｇｈｃopynumbcrmutantRcpproteins・TheroleoftheRcp-itcroncomplexmthccopynumber
contrｏｌｏｆｐＳＣ１０１ｉｓｄｉｓｃｕｓｓｅｄ
1．はじめに
本研究の対象であるpSC101は、SalmonelIapanamaより単離された全長9263bp、宿主染色体あたり５，６個存在するプラスミドである。pSC101にはテトラサイクリン耐性遺伝子と自己複製に必要な37-kDaのＲｅｐタンパク質などがコードされている。その自己複製に必要な領域はｏが領域とｒｅｐ遺伝子を含む約1.3kbpである。ｏロ領域の上流にｐＳＣ１０１が安定に分配さ
れるのに必要な領域ｐａｒが存在している。その下流には宿主由来のＤｎａＡタンパク質やＩＨＦ
(Integrationhostfactor)の結合部位であるDnaAbox、ＩＨＦｂｏｘが存在する。ＩＨＦｂｏｘ両側に
は８４％と高い価のAT-rich領域が存在している。また、さらにその下流には反復配列(DR-L
DR-2,ＤＲ－３)と逆反復配列(IR-LIR-2)が存在する。
ｒｅｐ遺伝子にコードされているＲｅｐ蛋白質は、これまでの研究により細胞内ではモノマーと
ダイマーという２種類の異なる形態で存在し、その関係は平衡状態にあると報告されている。
そして、モノマーとして３つのＤＲ配列(DR-1,DR-2,DR-3)に結合し、複製を開始するイニシ
エーターとして働くと考えられている。また、ダイマーとしては、ＩＲ－１に結合して複製のエン
ハンサーとして機能し、肥ｐ遺伝子のプロモーター（Hep）付近のIR-2に結合して自己の転写
－８８－
をautoregulationしている。このように異なる分子形態のＲｅｐタンパク質は、それぞれ異な
る機能を発揮する多機能タンパク質である。
ところが更にＲｅｐタンパク質を細胞内で大量発現させるとpSC101の複製を抑制するインヒ
ビターとしての働きがあることが報告されている。一方、ｐＳＣ１０１のＲｅｐタンパク質のコピー
数上昇変異体であるRepLRep21、Rep28（我々の研究室で以前、単離した変異Rep)は、こ
の複製阻害活性を示さない。また複製阻害活性欠損変異体(Repjnh)を単離したところReplnhは
Repタンパク質の１１３番目のアミノ酸ＳｅｒからＡｒｇに置換を起こした新しい種類のコピー数
上昇変異体であることが分かった(unpublished)。しかし、Ｒｅｐタンパク質モノマー型あるいは
ダイマー型のどちらがインヒビターとして働くのか、また、複製阻害現象の機構がどのようなも
のであるのかは不明である。ところでプラスミドｐＳＣ１０１の複製領域と非常に類似した構造を
持つプラスミＦＰ１、Ｆは複製領域以外にもｒＢｐ遺伝子の下流に反復(ＤＲ)配列が存在している。
このＤＲ配列にＲｅｐタンパク質のモノマーが結合しDR-Repcomplexを形作り、これが、領
域中のDR-RepcomplexとＲｅｐタンパク質問の相互作用を介してpairingを形成する。このこ
とにより複製開始を負に調節するというモデルが提唱された。また、それらのプラスミドのコピ
ー数上昇変異体は、そのpairing活性が低下しているため、複製開始を抑制することができずコ
ピー数の上昇をもたらすことが報告された。
以上の背景のもとに、我々はプラスミドpSC101複製の負の調節機構としてＲｅｐタンパク質
による複製阻害を取り上げ解析した。その結果、mitiator-iteroncomplexのpairingが、その
原因として存在する可能性があると考えられた。
２．Ｒｅｐの過剰合成によるｐＳＣ１０１複製系の阻害
我々の研究室でpSC101プラスミドを持つ細胞内でＲｅｐタンパク質を過剰発現させたとき、
時間を追う毎にpSC101プラスミドのコピー数が減少することがサザンブロッテイング実験で
確認された｡Ｒｅｐ量がrepプロモーターから発現しているときの２～３倍増加で既に以上の現象
が見られた｡この複製阻害現象を解析するために我々は複製阻害欠損変異体(Repjnh)を単離した。
この変異体はpSC101のコピー数を約３倍上昇させる働きを持つコピー数上昇変異体であるこ
とが分かった。以前、我々の研究室で単離されたコピー数上昇変異体RepLRep21、Rep28は
複製阻害活性を欠いている事が既に知られている。このことはコピー数上昇現象と複製阻害現象
とが密接に関係する可能性を示唆している。
３．複製阻害に対するＤＲ配列とＲｅｐタンパク質の相乗効果
プラスミドｐＳＣ１０１はＤＲ配列を持つ他のプラスミドと同一細胞内で共存できない現象を不
和合性として報告されている。その理由としてＤＲ配列がmitiatorprotemであるＲｅｐタンパ
ク質のモノマー型を吸収することでプラスミドｐＳＣ１０１の複製阻害が起きると考えられていた。
たとえＲｅｐタンパク質のモノマー型が細胞内で不足しても、モノマー型とダイマー型は平衡状
態にあるのでダイマー型からモノマー型が補われ、Ｒｅｐタンパク質の発現系はnegativefeed
backsystemであるため不足したダイマー型はrep遺伝子から発現されるとすると、この説明
では不十分であると考えられた。細胞内でのＲｅｐ蛋白質の過剰供給によりプラスミドpSC101
の複製阻害が起きるということは、少なくともＲｅｐタンパク質のモノマー型あるいはダイマー
型がインヒビターとして関与していることが考えられる｡そこで我々は以下に示す新たな実験系
を考案した。
ＤＲあるいはＩＲ配列を持つプラスミド(pACYA184のテトラサイクリン遺伝子上の制限酵素
サイトに合成ＤＮＡ､ＤＲ－３あるいはIR-2がタンデムに挿入してあるプラスミド､ｐＳＦ系)とRep
overproducer(Lacpromoterを持ちIPTG誘導下でrep遺伝子を発現できる様に工夫がしてあ
るプラスミド、ｐＮＲ,ｐＮＣ系)の両方を持つＥ・couを様々な濃度のIPTG誘導下で５０αｇ/ｍｌ
－８９－
Amp,２０Ｕｇ/Inlkan,２０“ｇ/ｍｌクロラムフェニコール(Ｃｍ)を含む101,1ｓＯＢ培地で対数増
殖期になるまで培養した｡Hanahan法に従いｐⅥJK101(Inini-pSC101)を細胞内に形質転換し、
50,ｕｇ/rnlAmp,２ｑｕｇ/mlkan,２０L(ｇ/1,1ｃｍと指示された濃度のＩPTGを含むＬＢ寒天培
地に蒔き一晩から二晩、３７℃で培養しコロニーの数を数えた。pYUK101による形質転換効率
はｐＴＷ６０１による形質転換効率で補正し、ＩPTG誘導をかけない状態での
HI1006/pACYC184(DR3×0)のpYUK101による形質転換効率を100％として、それぞれ形質
転換効率を算出した。そしてＲｅｐの結合配列であるＤＲやIＲ配列が同一細胞内に存在したときＲｅｐの複製阻害活性がどのような影響を受けるかを解析した。その結果、細胞内でトランス位に野生型Ｒｅｐタンパク質量とＤＲ配列の数が増えるに従い、相乗的にｐＳＣ１０１の複製阻害の増
大が見られた(Fig.１)。一方､細胞内で三つのＩＲ配列を持つプラスミド(pSF13)はInini-pSC101による形質転換効率に影響を与えなかった。以上の結果から、Ｒｅｐタンパク質の細胞内での大量発現がＤＲ配列の持
つ不和合性を増幅したと考えられる。
Ｒｅｐモノマーは特異的にＤＲ配列に結合することが報告されていることから､前の説明として
トランス位にあるプラスミド上のDR-RepcomplexがpSC101oKi上のDR-RepcomplexにＲｅｐタンパク質を介して結合する(pairingfomation)ことにより、pSC101ori領域での複製を阻害するものであると考えられた。こ説明に従うと、複製開始頻度の増加(コピー数の増大)を引
き起こす変異体Repmh、Repl、Rep2LRep28は、pairingfomationの形成能力が低下し、
その結果、複製阻害活性が失われた(Table２)と理解することができる。
４.Ｒｅｐタンパク質に依存したＤＲ－ＤＮＡの二量体化
粗抽出液を用いることにより､ＲｅｐモノマーのＤＲ配列への特異的な結合を検出することにし
た。まずlmMIPTG誘導下でZaCプロモーターから野性型Rep､Repmh､Repl､Rep21、Rep28
を発現させた細胞から粗抽出液を作製しウエスタンプロッテイング解析にて各々のＲｅｐタンパ
ク質濃度を計算した後、ＲｅｐのＤＮＡ結合性をゲルシフト法で見た。各々のＲｅｐタンパク質を
含む粗抽出液をＲｅｐタンパク質を含まない粗抽出液で希釈し全タンパク質量とＲｅｐ量を同じに
して野性型Rep、Repjnh、Repl、Rep21、Rep28とＤＲ－３配列との結合能を従来のbmdmg
buffer[l0mMTris-C1(ｐＨ7.5)，１１，ＭEDTA，１０mMMgC12，２QQmlA-l二９，０．１，Ｍ
dithiothreitol,２ｍｇ/InlBSA,５０ｌｕｇ／mlsonicatedcalfthyrnusDNA]の条件下でゲルシフ
トアツセーにて観察した(Fig.２)。ＤＲ－３配列との結合能において野性型ＲｅｐとRep28は、ほぼ
同じなのに対しRepjnh、Repl、Rep21、は低下しており、特にRepjnhは著しく低下していた。
またＯｍＭＫＣ１のLigationbuffer[50mMTris-HC1(ｐＨ7.9)，ＵｍＭＥＤｒＡ，１０mMMgCl2，
20mMdithiothreitol，よ』ﾕ旦乢△エニ，0.25ｍｇ/mlBSA，聖ＬＬ聖二型些些，５０｜(しｇ／ml
sonicatedcalfthylnusDNA]条件下でのＤＮＡ結合性をFig.２と同様に見た。何故なら、次の
ligation実験においてT4DNAligase反応は高塩濃度で阻害されることから、従来のbmdingbufferが使えないからである。その結果Fig.２と大差が認められなかった(datanotshown)。
粗抽出液を用いることにより､ＲｅｐモノマーのＤＲ配列への特異的な結合を検出することがで
きた。そこでDR-Repcomplexのpairingをｍｖｉｔｒｏで解析することを試みることにした｡Ｒｅｐ
タンパク質を介して２分子のDR-DNAがpairingを起こせば、２分子のＤＮＡ末端は互いに近
接する。その結果、T4DNAligaseによるＤＮＡ２分子の結合頻度は高まると期待される。ここ
で問題となるのは､粗抽出液中には大量の大腸菌由来の超音波処理ＤＮＡ断片が含まれているこ
とである。このＤＮＡ末端とＤＲ－ＤＮＡ末端の結合を防ぐため、DR-DNA末端はＸｈｏｌの
cohensiveendとした。その結果、Ｒｅｐに依存しないＤＮＡ末端の結合が効率よく起きると予
想されるので、それに対してはプロープＤＮＡ濃度を低く抑えることで対応した。また、ＤＲ配
－９０－
列を３個待つDR1~ＤＲ３ＤＮＡをプローブに用いることで､低濃度プローブＤＮＡへのＲｅｐの結
合頻度を高めることにした。Ligationbuffer内でIRepタンパク質とリン酸による末端ラベル
したＤＮＡプローブを１６℃、３０分反応させた後、ＤＮＡを抽出し７．５％polyacrilamidegelに泳
導した。Repjnhを除いて、これらのタンパク質はＤＲ配列への結合が野生型より多少低いながら
も検出されることから、これらのタンパク質に依存したＤＮＡｐｒｏｂｅの二量体化を試みた。その
結果、野性型Ｒｅｐ(Fig.３，ｌａｎｅ４)の場合、二量体化したＤＮＡｐｒｏｂｅのｂａｎｄが見られるが、
Rep1nh、Repl、Rep21、Rep28(Fig.３)では観察されなかった。特にRep28は野生型Ｒｅｐと、
ほぼ同等のＤＲ結合活性があるにもかかわらず(Fig.２)、プロープＤＮＡの二量体化は全く検出
できなかった。
５まとめ
２個のDR-RepcomplexがＲｅｐを介してｐａｉｒｍｇを形成するというモデルはＤＲ配列ＤＮＡ
の二量体化が野性型Ｒｅｐにより促進される(腿．３)という結果からも強く支持される。しかも
Fig.２で示した様に野性型と大差のないＤＲ結合能を持つRepl,Rep28を含め、いずれの変異
体Ｒｅｐでは二量体化の促進が見られなかった(ＦＹｇ３)｡つまり､Fig.４に示すように細胞内でRep
タンパク質モノマー型やＤＲ配列が増加するとDR-Repcomplexが増加しRep-Rep間相互作
用を介してｐａｉｒｍｇ構造を形成し複製を抑制すると考えられる。一方、コピー数上昇変異体は
pairmg機構の欠損のため、ほとんどのDR-Repcomplexは、initiationcomplexを形成し複製
が促進され、コピー数の上昇を生じると考えられた。
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譲驫議卜薑
８ム９ｓしＣＺＩ
学位論文審査結果の要旨
本研究はバクテリア細胞の中で自律複製をおこなっているプラスミドＤＮＡｐＳＣ１０１を用い，その複製開
始頻度の調節機構の解明を目指したものである。そしてプラスミドの複製開始に必須なRep蛋白質が過剰発
現されると，逆にプラスミドの複製が抑制されることに注目し，以下のような新事実を明らかにした。
プラスミドｐＳＣ１０１の複製開始蛋円質(イニシェーター)であるＲｅｐ蛋白質の細胞内濃度が通常レベルの
３－４倍以上になると，プラスミド複製が特異的に阻害され，プラスミドＤＮＡを全く持たない細胞が急増す
ることを確認した。Rep蛋円質は，単量体と二量体の分子形態を取り，それぞれ反復配列(ＤＲ)と逆反復配列
(lR)に結合することが知られていることから，単量体と二量体のいずれが複製阻害に関与するか調べた。す
なわち，Ｒｅｐの過剰発現による複製阻害が，同一細胞内に存在するＤＲあるいはＩＲ配列によってどう影響を
受けるかを見た。その結果，ＤＲ配列と高濃度Ｒｅｐが相乗的に複製阻害を起こすことが明らかになった。こ
のことはDR-Rep単量体の複合体が複製阻害を引き起こすことを示唆している。一方，複製開始頻度の上昇
(プラスミドコピー数の増加)をもたらす変異Ｒｅｐは過剰発現されても複製阻害を示さず，ＤＲ配列との相乗
的な効果も認められなかった。
そこでDRRep単量体の性質を調べるために，細胞粗抽出液中のＲｅｐ単量体と二量体が，それぞれ特異的
にＤＲとIＲ配列に結合するのを確認した。次にＤＲ配列を含むＤＮＡ断片がＴ４ＤＮＡリガーゼによってＤＮＡ
二量体を形成する反応をＲｅｐ単量体が促進することを見いだした。このことはＤＲ－Ｒｅｐ単量体同志が互いに
相互作用することを示唆している。それに対して，コピー数上昇変異Ｒｅｐは，その単量体がＤＲ配列に結合
するにもかかわらず，ＤＮＡ二量体の形成を促進することはなかった。そこでDRRep単量体同志の相互作用
が複製阻害をもたらすという仮説を提唱した。
以上の本研究により，プラスミド複製開始頻度の調節には，Ｒｅｐ蛋白質の濃度上昇による複製阻害活性が
深く関わるものと考えられ,ＤＮＡ複製開始頻度の調節機構の解明に一歩前進したものと評価されることから，
博士論文に値すると判定した。
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